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呼吸道合胞病毒核酸分型检测性能验证*

李广波,轩乾坤,羽晓瑜,杨思敏△

(同济大学附属东方医院检验科,上海
 

200123)

  [摘要] 目的 评价呼吸道合胞病毒(RSV)核酸分型检测试剂盒的分析性能。方法 留取呼吸道合胞病

毒抗原检测阳性和阴性的咽拭子,从咽拭子洗脱液提取核酸,用RSV
 

RNA分型检测试剂盒检测。核酸检测的

扩增产物送测序公司测序,测序结果与NCBI标准序列比对确认为RSV核酸并分型,测序结果与待评价试剂盒

检测结果比对评价正确度。取RSV核酸检测弱阳性的样本,每天重复检测4次,连续检测5
 

d,以检测Ct值评

价检测精密度。将RSV
 

A型和B型的RNA标准品稀释到检测限,验证检测下限。取微生物室咽拭子培养常

见病原菌的纯培养菌液,验证检测试剂的交叉无反应性。结果 通过实验验证检测试剂盒的符合率为100%,
批内、批间精密度(CV)≤5%,检测下限为100

 

copy/mL,与常见同部位病原菌无交叉反应。结论 RSV核酸

检测试剂和仪器组成的检测系统各项质量指标符合试剂说明书的质量参数,可开展临床标本的检测,为临床早

诊断、早治疗提供重要依据。
[关键词] 呼吸道合胞病毒;核酸分型检测;性能验证

[中图法分类号] R446 [文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2020)06-0910-04

Performance
 

validation
 

of
 

respiratory
 

syncytial
 

virus
 

nucleic
 

acid
 

typing
 

kit*
LI

 

Guangbo,XUAN
 

Qiankun,YU
 

Xiaoyu,YANG
 

Simin△

(Department
 

of
 

Clinical
 

Laboratory,Affiliated
 

East
 

Hospital,Tongji
 

University,Shanghai
 

200123,China)
  [Abstract] Objective To

 

evaluate
 

the
 

analytical
 

performance
 

of
 

respiratory
 

syncytial
 

virus(RSV)
 

nu-
cleic

 

acid
 

typing
 

test
 

kit.Methods The
 

positive
 

and
 

negative
 

pharyngeal
 

swabs
 

for
 

RSV
 

antigen
 

were
 

re-
tained.The

 

nucleic
 

was
 

extracted
 

from
 

pharyngeal
 

swabs
 

elution
 

and
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

RSV
 

RNA
 

genoty-
ping

 

kit.The
 

amplified
 

products
 

of
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

were
 

sent
 

to
 

the
 

sequencing
 

company
 

for
 

sequencing.
The

 

sequencing
 

results
 

were
 

identified
 

as
 

RSV
 

nucleic
 

acid
 

and
 

typed
 

by
 

the
 

alignment
 

with
 

NCBI
 

standard
 

se-
quence.The

 

sequencing
 

results
 

were
 

compared
 

with
 

the
 

detected
 

results
 

of
 

the
 

kit
 

to
 

be
 

evaluated
 

for
 

evalua-
ting

 

the
 

accuracy.The
 

weakly
 

positive
 

RSV
 

nucleic
 

acid
 

samples
 

were
 

repeatedly
 

tested
 

for
 

4
 

times
 

a
 

day
 

dur-
ing

 

consecutive
 

5
 

d.The
 

detection
 

precision
 

was
 

evaluated
 

by
 

Ct
 

value.The
 

RSV
 

RNA
 

standards
 

of
 

type
 

A
 

and
 

B
 

was
 

diluted
 

to
 

the
 

detection
 

limit
 

for
 

verifying
 

the
 

lower
 

limit
 

of
 

detection.The
 

pure
 

culture
 

liquid
 

of
 

com-
mon

 

pathogenic
 

bacteria
 

in
 

pharyngeal
 

swab
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

cross-reactivity
 

of
 

detection
 

reagents.Re-
sults The

 

coincidence
 

rate
 

of
 

the
 

test
 

kit
 

was
 

100%.The
 

precision
 

of
 

in-batch
 

and
 

inter-batch
 

detection
 

were
 

≤5%.The
 

detection
 

lower
 

limit
 

of
 

the
 

kit
 

was
 

100
 

copy/mL,which
 

had
 

no
 

cross
 

reaction
 

with
 

common
 

pathogens
 

at
 

the
 

same
 

site.Conclusion The
 

various
 

quality
 

indexes
 

of
 

the
 

detection
 

system
 

composed
 

of
 

RSV
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

reagent
 

and
 

instrument
 

conform
 

to
 

the
 

quality
 

parameters
 

of
 

reagent
 

instruction,which
 

can
 

be
 

used
 

to
 

conduct
 

the
 

detection
 

of
 

clinical
 

samples
 

to
 

provide
 

the
 

important
 

basis
 

for
 

clinical
 

early
 

diagno-
sis

 

and
 

early
 

treatment.
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  呼吸道合胞病毒(respiratory
 

syncytial
 

virus,

RSV)是儿童急性呼吸道感染的重要病原体,临床表

现可以从轻微的急性上呼吸道感染或中耳炎到严重

的潜在危及生命的下呼吸道感染[1]。慢性阻塞性肺

疾病(chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease,COPD)
目前是全球患者第四大死亡原因[2]。常规病原体抗
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原胶体金检测方法存在假阳性和假阴性,灵敏度较

低,随着聚合酶链反应(PCR)检测试剂的出现,RSV
越来越受到关注。RSV基于G和F抗原的差异可分

为A和B两个亚型[3-4]。两个亚型在流行病学特征、
疾病症状等方面具有一定的差异,因此对RSV的分

型检测是临床诊治的重要基础,PCR从基因水平进行

分型检测,为分型诊断和治疗提供了重要依据。本研

究参照《CNAS-CL02-A009医学实验室质量和能力认

可准则在分子诊断领域的应用说明》对上海之江生物

科技股份有限公司生产的RSV
 

A、B分型核酸检测试

剂盒进行性能验证。

1 材料与方法

1.1 材料

选取2018年1-4月本院住院患者检测RSV抗

原的咽拭子标本,采用免疫荧光法进行抗原分型检

测,共检测40份标本,其中抗原检测阳性标本15份,
阴性标本25份。RSV感染患者经临床抗病毒治疗有

效;检测结果为阴性的患者无病毒感染症状,未进行

抗病毒治疗。

1.2 检测方法

1.2.1 核酸提取及检测

咽拭子标本中加入500
 

μL生理盐水涡旋洗脱,
洗 脱 液 使 用 上 海 之 江 公 司 的 全 自 动 核 酸 提 取 仪

EX3600及配套核酸提取试剂盒,按照说明书提取核

酸,当天检测或-80
 

℃冰箱暂存。使用RSV
 

A、B
 

分

型核酸检测试剂盒及上海宏石SLAN96P荧光定量聚

合酶链反应(PCR)仪检测核酸,程序设置按照试剂说

明书操作。

1.2.2 符合率/正确度验证

从患者咽拭子标本中提取核酸,检测RSV核酸

的阴阳性及
 

A、B
 

分型,记录检测结果,扩增产物送上

海美吉生物医药科技有限公司做高通量测序。测序

结果与 NCBI标准序列比对,确认是否为RSV
 

核酸

及其分型。将待评价试剂盒检测结果与测序结果进

行比对,评价其正确度。以测序结果为正确结果,统
计检测符合率。检测结果及分型符合率大于或等于

90%为合格。

1.2.3 精密度验证

分别取1份RSV
 

A型和B型阳性标本混合并稀

释到CT值弱阳性的混合标本、1份RSV
 

A型和B型

核酸检测均为阴性的标本,每次重复检测4次,连续

检测5
 

d,共进行20次检测,记录结果,如为阳性则记

录相应Ct值。检测结果阴性、阳性符合率大于或等

于90%
 

,且其阳性标本的批内和批间Ct值的CV 值

小于或等于5%为合格。

1.2.4 检测下限验证

取RSV
 

A型和B型核酸定量标准品,通过检测

OD260 复核厂家测定浓度,并稀释到1
 

000
 

copy/mL
和100

 

copy/mL
 

2个浓度,分别重复4次。按照试剂

盒说明书标注检测下限,1
 

000
 

copy/mL检测结果均

应为对应分型阳性,分型符合率100%为合格。
 

  A:RSV
 

A型;B:RSV
 

B型。

图1  扩增产物测序与标准序列比对
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  A:RSV
 

A型核酸Ct值及扩增曲线;B:RSV
 

B型核酸Ct值及扩增曲线;C:检测内标Ct值及扩增曲线。

图2  干扰实验

1.2.5 干扰实验验证

取微生物实验室纯培养并鉴定为肺炎链球菌、鲍
曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌、金黄色葡

萄球菌和大肠杆菌等呼吸道常见的感染病原体,用生

理盐水配制成悬液混入符合率验证阴性的标本洗脱

液。用核酸自动提取仪提取核酸后,用RSV
 

A、B
 

分

型核酸检测试剂盒进行检测,连续检测3次。检测结

果是内标有效的阴性即对RSV
 

A、B分型核酸检测无

干扰为合格。
2 结  果

2.1 符合率/正确度验证结果

测序结果与Gene
 

Bank标准序列比对分析,15份

扩增检测阳性的标本分型结果与测序分型结果一致。
检测分型为A型6份、B型9份,与测序结果比对分

型符合率为100%,大于90%,验证通过。
2.2 精密度验证结果

批内精密度验证结果统计见表1,RSV
 

A 型和

RSV
 

B型的5批次实验的批内精密度均符合CV≤
5%的要求,验证通过。

表1  批内精密度验证结果

组别 项目 第1天 第2天 第3天 第4天 第5天

RSV
 

A型 x 30.85 30.68 31.17 31.88 30.30

s 0.14 0.23 0.10 0.11 0.21

CV 0.45% 0.75% 0.32% 0.34% 0.70%

RSV
 

B型 x 30.75 30.50 31.17 32.01 29.94

s 0.06 0.09 0.06 0.19 0.18

CV 0.19% 0.30% 0.20% 0.60% 0.61%

验证结果 验证通过 验证通过 验证通过 验证通过 验证通过

  批间精密度验证结果统计见表2,RSV
 

A型和

RSV
 

B型的批间精密度均符合CV≤5%的要求,验证

通过。
表2  批间精密度验证结果

项目 RSV
 

A型 RSV
 

B型

x 30.97 30.87

s 0.57 0.72

CV 1.83% 2.33%

验证结果 验证通过 验证通过

2.3 检测下限验证结果

1
 

000、100
 

copy/mL的RSV
 

A型和RSV
 

B型的

检测结果均为试剂盒说明书要求的Ct≤38,即全部检

测为阳性,且2个浓度梯度的Ct差约为3,见表3,符
合扩增规律,验证通过。

表3  检测下限结果(Ct值)

组别 RSV
 

A型标准品 RSV
 

B型标准品

1
 

000
 

copy/mL 30.67 32.66

31.15 32.5

30.65 32.76

30.68 32.59

100
 

copy/mL 33.36 35.45

33.03 34.42

34.55 35.34

33.36 34.82

2.4 干扰实验验证结果

肺炎链球菌、鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌、铜绿

假单胞菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌的悬液混入符

合率验证阴性的标本洗脱液,提取模板检测结果均为
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内标有效(Ct<22)的阴性结果,即这些呼吸道常见病

原体对RSV
 

A型和RSV
 

B型的标本的提取和检测

无干扰,详细检测结果见图2。
3 讨  论

  CLIA性能验证特指使用某特定检测试剂或系统

的实验室按照所提供的试剂盒或检测系统说明书使

用时,能重现生产厂家所宣称的检测性能[5]。本研究

根据2018年3月开始实施的《CNAS-CL02-A009
 

医

学实验室质量和能力认可准则在分子诊断领域的应

用说明》及上海市临床检验中心对分子诊断项目性能

验证内容的要求,从准确度、精密度、最低检出限和抗

干扰能力4个方面进行评估,可供其他以拭子为标本

类型的病原体核酸检测项目作为参考。
病毒是婴幼儿社区获得性肺炎(community

 

ac-
quired

 

pneumonia,CAP)的常见病原体,也是儿童
 

CAP病原学区别于成人的重要特征,RSV是引起儿

童CAP的首位病毒[6-7]。呼吸道标本病毒抗原的快

速检测是医疗机构病毒感染早期诊断的主要方法之

一,本研究所用标本来源于进行RSV抗原检测的咽

拭子。病毒检测传统金标准是病毒培养,限于设备、
技术等问题,临床很少开展。本次验证的正确度验证

以测序结果为标准判断检测的正确度。以测序为正

确度判断标准常用于难培养病原体核酸检测及人类

基因检测的性能验证。
目前较成熟的RSV检测方法包括免疫荧光法检

测呼吸道脱落上皮细胞内的病毒抗原、酶免疫法或金

标法检测呼吸道分泌物中的病毒特异性抗原等[8-10]。
这些方法简便,设备要求低,适合临床实践中病毒感

染的早期快速诊断,对临床决策指导合理用药意义较

大,但标本来源与质量、取材时机都很大程度上影响

了检测结果[11-12]。通过分子生物学方法尤其是反转

录PCR(RT-PCR)检测呼吸道分泌物中的病毒特异

性基因片段,具有很高的灵敏度、特异度,有早期诊断

价值[9,13-14]。因其灵敏度较高可部分避免因取材质量

引起的抗原检测的假阴性,受到临床的广泛认可。
综上所 述,上 海 之 江 公 司 的 呼 吸 道 合 胞 病 毒

(RSV)A、B
 

分型核酸检测试剂盒在上海宏石公司

SLAN-96P核酸扩增仪分型检测RSV时性能良好,
符合临床分子生物学扩增检验的要求,可为临床提供

病原学诊断的可靠依据。
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